Воздействие оксидоредуктантов на протеолитические процессы in vitro by НИКАНДРОВ (V.N. NIKANDROV), В.Н. & ПЫЖОВА (N.S. PYZHOVA), Н.С.
ISSN 2078-5461 ВЕСНІК ПАЛЕСКАГА ДЗЯРЖАЎНАГА УНІВЕРСІТЭТА.  
СЕРЫЯ ПРЫРОДАЗНАЎЧЫХ НАВУК. 2019. №1 
 
12 
 
УДК 577.152.344 : 577.151.042 
 
В.Н. НИКАНДРОВ, д-р биол. наук, профессор 
профессор кафедры биотехнологии 
Полесский государственный университет, 
г. Пинск, Республика Беларусь 
 
 
  
Н.С. ПЫЖОВА, канд. биол. наук, 
старший научный сотрудник 
РНПЦ «Институт эпидемиологии и микробиологии», 
г. Минск, Республика Беларусь 
 
 
Статья поступила 4 марта 2019г. 
 
 
ВОЗДЕЙСТВИЕ ОКСИДОРЕДУКТАНТОВ  
НА ПРОТЕОЛИТИЧЕСКИЕ ПРОЦЕССЫ IN VITRO 
 
Обобщены результаты собственных многолетних исследований. На основе выдвинутой нами 
концепции «кислород-зависимого протеолиза» исследовано воздействие соединений окислительно-
восстановительного характера на протеолитические реакции. 
Установлено что в присутствии n-бензохинона, K3FeCN6, метиленового синего, феназинмето-
сульфата, NAD, рибофлавина в концентрации 10–6–1М изменяются плазминоген-активаторная 
функция стрептокиназы, урокиназы (EC 3.4.21.73), фибринолитическая активность трипсина 
(EC 3.4.21.4), α-химотрипсина (EC 3.4.21.1), папаина (EC 3.4.22.2),  пепсина (EC 3.4.23.1). Харак-
тер изменений зависел от конкретного энзима и оксидоредуктанта. NAD и рибофлавин могут, в 
известной мере, рассматриваться специфическими ингибиторами стрептокиназы. Однако их 
эффект проявился в концентрациях, превосходящих реально существующие в организме. 
Изучено действие систем Cu2+-лиганд (2-метил-1,4-нафтохинон-3-сульфонат Na, никотиновая 
кислота, Gly-Gly, лизин, рибофлавин). Все использованные лиганды снимали ингибиторный эф-
фект меди. Более того, комплекс ионов меди с Gly-Gly в концентрации 10–4 М вызвал увеличение 
активности стрептокиназы на 18%. Следует полагать, что создание специфических ингибито-
ров стрептокиназы на основе ее функциональной модели вряд ли целесообразно в дальнейшем. 
Низкомолекулярные соединения фенольной природы слабо влияли на активаторную функцию 
стрептокиназы. Лишь фенол и гидрокситриптамин угнетали ее на 28 и 91– 100%  
соответственно. 
Соединения полифенольной природы: 6 образцов диазолигнина и 3 образца лигносульфонатов  яв-
лялись эффективными ингибиторами стрептокиназы и пепсина. На фибринолитическую актив-
ность трипсина и α-химотрипсина они существенно не влияли, Сдвиги активности папаина и 
урокиназы зависели от конкретного образца и проявились лишь при действии диазолигнинов. В 
присутствии лигносульфонатов резко возрастала фибринолитическая активность образцов 
трипсиногена. Степень активации его не уступала описанной ранее в присутствии ионов Са2+ или 
при обработке Н2О2.  
Проведенные исследования также четко демонстрируют возможность создания нетрадицион-
ных ингибиторов протеолиза, о которой впервые было заявлено ранее в наших кратких сообще-
ниях в 1991–1998 годах.  
 
Ключевые слова: протеиназы, стрептокиназа, фибринолитическая активность, плазминоген-
активаторная способность, низкомолекулярные оксидоредуктанты, комплексы Cu2+-лиганды, 
фенольные соединения, водоростровимые производные лигнина  
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EFFECT OF OXIDOREDUCTANS ON PROTEOLYTIC PROCESSES IN VITRO 
 
Results of own long-term researches are generalized. On the basis of the "oxygen-dependent proteolysis" 
concept which was put forward by us, the effect of the number of oxido-reductants on proteolytic 
reactions was studied. 
It was established that in the presence of 10
–6–1M of n-quinone, K3FeCN6, methylene blue, 
phenazinemethosulfate, NAD, riboflavin the plasminogen-activating function of streptokinase, urokinase 
(EC 3.4.21.73), fibrinolytic activity of trypsin (EC 3.4.21.4), α-chymotrypsin (EC 3.4.21.1), papain (EC 
3.4.22.2), pepsin (EC 3.4.23.1) were changed. The change nature was depended on concrete enzyme and 
the oxido-reductant. Riboflavin and NAD can be considered as specific streptokinase inhibitors, to a 
certain extent. However, their effect was shown in the concentration which are surpassing real-life in the 
organism. 
The action of Cu
2+
 ligand (2-methyl-1.4-naphthoquinone-3-sulphonate Na, nicotinate, Gly-Gly, lysine, 
riboflavin) systems was studied. All used ligands removed the inhibitory effect of copper. Moreover, the 
complex of copper ions-Gly-Gly in 10
–4
 M concentration was caused the increase of streptokinase activity 
by 18%. It is necessary to believe that creation of streptokinase specific inhibitors on the basis of its 
functional model is hardly expediently in future. 
The phenolic low-molecular weight compounds were poorly influenced on the streptokinase activating 
function. Only phenol and hydroxitryptamin oppressed it for 28 and 91–100% respectively. 
The polyphenolic compounds: 6 samples of a diazolignin and 3 samples of lignosulfonates were effective 
inhibitors of streptokinase and pepsin. They didn't significantly affect fibrinolytic activity of trypsin and 
α-chymotrypsin. And the shifts of papain and urokinase activity depended on a concrete sample and only 
under diazolignins action were shown. In the presence of lignosulfonates the fibrinolytic activity of 
trypsinogen was sharply increased. The activation extent of it didn't concede like in the presence of Ca
2+
 
ions or at H2O2 processing as it was described earlier  
The conducted researches also legiblly show a possibility for creation of nonconventional inhibitors of a 
proteolysis/ Such possibility for the first time it was stated in our short communications earlier, in 1991–
1998. 
 
Keywords: proteinases, streptokinase, fibrinolytic activity, plasminogen-activating ability, low-molecular 
oxido-reductants, Cu
2+–ligand complexes, phenolic compounds, water-soluble lignin derivates 
 
 
Введение. В обеспечении жизнедеятель-
ности и ее регуляции практически всех жи-
вых организмов чрезвычайно важную роль 
играют протеолитические реакции, по своему 
значению не уступая окислительно-
восстановительным процессам. Даже целый 
ряд так называемых автономных нуклеопро-
теинов–вирусов наделен протеолитическими 
энзимами. 
В основе фактически всех основных пато-
логических процессов также лежат протеоли-
тические реакции, играющие инициирую-
щую роль или обеспечивая развертывание 
комплекса патогенетических механизмов. 
Здесь следует напомнить также о ряде пато-
генных микроорганизмов, протеолитические 
энзимы которых выполняют функции факто-
ров патогенности. 
Во многих сферах деятельности человека, 
включая фармацию, медицину, ветеринарию, 
сельское хозяйство, перерабатывающую 
промышленность и ряд других, препараты 
протеолитических энзимов используются в 
возрастающих объемах. 
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Тем не менее, природа протеиназного ка-
тализа, а также многие аспекты регуляции 
остаются далекими от полной ясности. 
В период 1983–2010 годов нами была раз-
вита концепция кислород-активируемого 
протеолиза, суть которой заключалась в 
непосредственном участии в протеиназном 
катализе собственных генерируемых молеку-
лой протеиназы активных форм кислорода (в 
частности, супероксидного радикала – О2
.
),  а 
аутоактивация зимогенов – также в способ-
ности их молекул генерировать указанный 
радикал. Эти результаты обобщены в наших 
статьях [1–6]. 
Впервые термин «кислород-зависимый 
путь активации плазминогена» был ис-
пользован нами при трактовке плазминоген-
активаторной функции стрептокиназы [7, 8] . 
Основанием послужили: 
– резкое замедление инициируемого 
стрептокиназой лизиса фибринового сгустка 
при удалении кислорода; 
– обнаружение у стрептокиназы суперок-
сид-конвергирующей активности; 
– полное подавление ее плазминоген-
активаторной способности перехватчиками 
супероксидного радикала; 
– возможность активации плазминогена 
источниками активных форм кислорода; 
– способность молекулы зимогена генери-
ровать супероксидные радикалы. 
Дальнейшее развитие этой идеи при изу-
чении других зимогенов и протеиназ позво-
лило распространить ее на протеолитические 
реакции в целом, и в 1988 году нами был 
впервые введен термин «кислород-
зависимый протеолиз» [9]. 
Кратко изложенная здесь концепция яви-
лась толчком к исследованию воздействия 
соединений окислительно-
восстановительного характера на протеоли-
тические реакции. До начала наших работ в 
литературе практически отсутствовали со-
общения о действии оксидоредуктантов на 
эти реакции. 
Нами были предприняты многоплановые 
исследования, результаты которых отражены 
лишь в ряде кратких сообщений [10–14], тем 
не менее позволивших утверждать о возмож-
ности создания нетрадиционных ингибито-
ров протеолиза, по своей природе отличаю-
щихся от пептидов-квазисубстратов протеи-
наз и специфических ингибиторов активного 
центра типа фосфорорганических соедине-
ний, тяжелых металлов и белков-
ингибиторов. 
В настоящей статье подробно представле-
ны экспериментальные результаты этих ра-
бот (детали методического плана были опи-
саны ранее [2, 15,16]). 
Результаты и их обсуждение. Из исполь-
зованных оксидоредуктантов наиболее силь-
ное влияние на активаторную функцию 
стрептокиназы оказал бензохинон. В концен-
трации 10–2 М он вызвал полное подавление 
инициируемого стрептокиназой лизиса фиб-
ринового геля. Угнетение этого процесса 
обусловило и добавление метиленового си-
него, феназинметосульфата и никотинамида-
дениндинуклеотида (NAD) в конечной кон-
центрации 10–1 М – на 37, 65 и 80% соответ-
ственно (таблица 1) . 
Нужно отметить, что никотинамид не ока-
зывал действие на активаторную функцию 
стрептокиназы:  
 
Ранее же было показано, что другой 
структурный компонент NAD – ADP (или 
AMP) также не изменял ее активаторную 
функцию [20]. Следовательно, ингибирую-
щее действие  NAD обусловлено свойствами 
молекулы нуклеотида в целом. 
Увеличение концентрации метиленового 
синего до 1 М вело к подавлению указанного 
процесса на 90%. Добавление в реакционную 
систему рибофлавина в концентрации 10–4 и 
10
–3
 М также сопровождалось снижением 
плазминоген-активаторной функции стреп-
токиназы на 33 и 52% соответственно. Даль-
нейшее увеличение концентрации рибофла-
вина было ограничено его недостаточной 
растворимостью. Феррицианид не оказал за-
метного изменения активаторной функции 
стрептокиназы даже в максимальной концен-
трации (таблица 1). 
В этом плане бензохинон представляется 
нам не столько проявляющим свойства окси-
доредуктанта, как модифицирующим функ-
циональные группы. 
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Таблица 1 – Изменения инициированного стрептокиназой фибринолиза при добавлении  
оксидоредуктантов (n =5; метод лизиса фибриновых пластин) по [10,17,18] 
 
Исследуемые соединения, 
М 
Площадь зон 
фибринолиза, 
мм2 
Исследуемые соединения, 
М 
Площадь зон 
фибринолиза, 
мм2 
 
Стрептокиназа (контроль) 
 
+ n-бензохинон, 
   (Е10 = + 0,285 В) 
10
–4
 
10
–3
 
10
–2
 
+ K3FeCN6, 
   (Е10 = + 0,360 В) 
10
–3
 
10
–2
 
10
–1
 
+ метиленовый 
   синий, 
   (Е10 = + 0,011 В) 
10
–4
 
10
–3
 
10
–2
 
10
–1
 
1 
 
482 ± 20 
 
 
 
480 ± 11 
434 ± 15 
0* 
 
 
 
485 ± 12 
479 ± 19 
460 ± 21 
 
 
465 ± 20 
434 ± 29 
430 ± 21 
308 ± 21* 
50 ±  3* 
 
+ феназинметосульфат, 
   (Е10 = + 0,080 В) 
10
–4
 
10
–3
 
10
–2
 
10
–1
 
+ NAD, 
   (Е10 = – 0,320 В) 
10
–4
 
10
–3
 
10
–2
 
10
–1
 
+ рибофлавин, 
   (Е10 = – 0,208 В) 
10
–6
 
10
–5
 
10
–4
 
10
–3
 
 
 
 
 
 
496 ± 15 
506 ± 19 
530 ± 35 
169 ±   9* 
 
 
490 ± 16 
503 ± 16 
475 ± 21 
96  ±  4* 
 
 
435 ± 32 
386 ± 18 
323 ± 12* 
231 ± 17* 
Примечание – Здесь и далее * – изменения статистически достоверны при Р≤ 0,05; значения Е10  приве-
дены по [19] 
 
Было установлено, что модификация ча-
сти свободных H2N-групп молекулы стрепто-
киназы ведет к ее инактивации [21, 22]. 
Последующие эксперименты на протеина-
зах различного типа показали (в тексте ниже 
приведены только статистически достовер-
ные изменения, Р ≤ 0,05), что добавление 
бензохинона в концентрации 10–2 М сопро-
вождалось полным подавлением фибриноли-
тической активности папаина (EC 3.4.22.2), а 
плазминоген-активаторной функции уроки-
назы (EC 3.4.21.73) и фибринолитической 
активности трипсина (EC 3.4.21.4), α-
химотрипсина (EC 3.4.21.1) на 70, 29 и 53% 
соответственно, практически не оказав влия-
ния на активность пепсина (EC 3.4.23.1) (в 
контроле величина фибринолитической ак-
тивности составила – мм2, n= 5: трипсина – 
534 ± 24,  α-химотрипсина – 445 ± 18, папаи-
на – 257 ± 17,  пепсина – 1078 ± 32,  плазмина 
– 482 ± 19; активаторной функции урокиназы 
– 639 ± 25). Активность папаина полностью 
подавлялась уже при концентрации эффекто-
ра 10–2 М. При этой концентрации бензохи-
нона активность остальных протеиназ сни-
жалась лишь частично в последовательности: 
пепсин ˂ трипсин ˂ α-химотрипсин ˂ уроки-
наза. Однако активность и этих протеиназ 
полностью угнеталась бензохиноном в кон-
центрации 10–1 М (рисунок 1). Действие бен-
зохинона, по-видимому, может быть обу-
словлено его способностью достаточно легко 
взаимодействовать с HS-группами [23]. То-
гда понятно более сильное действие на ак-
тивность папаина. Однако это не объясняет 
ингибирование функции стрептокиназы, ко-
торая вообще лишена остатков цистеина.  
Внесение в реакционную систему ферри-
цианида калия вело к полному подавлению 
фибринолитической активности лишь папаи-
на также при концентрации 10–2 М, тогда как 
даже в максимальной концентрации не изме-
няло фибринолитическую активность трип-
сина и α-химотрипсина, а активность пепсина 
и активаторную функцию урокиназы угнета-
ло только частично – на 47 и 41% соответ-
ственно. Фибринолитическая же активность 
плазмина (EC 3.4.21.7) при добавлении этого 
эффектора даже возросла на 22% (рисунок 1). 
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Рисунок 1 – Изменения (% к контролю, принятому за 100%) фибринолитической активности  
трипсина (1), α-химотрипсина (2), папаина (3), пепсина (4), плазмина (5) и плазминоген-активаторной 
функции урокиназы (6) при добавлении n-бензохинона (а), K3FeCN6 (б), метиленового синего (в),  
феназинметосульфата (г), NAD (д) и рибофлавина (е); по [14, 17, 18] 
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Эффект метиленового синего на актив-
ность протеиназ был схожим с таковым фер-
рицианида. Полное подавление фибриноли-
тической активности папаина наблюдалось в 
присутствие данного эффектора также в ко-
нечной концентрации 10–2 М. Активаторная 
функция урокиназы и фибринолитическая 
активность пепсина при максимальной кон-
центрации оксидоредуктанта снизились лишь 
частично: на 46 и 42% соответственно, а из-
менения активности сериновых протеиназ не 
превышали 12%. 
Несколько иная картина проявилась при 
действии феназинметосульфата. Наиболее 
чувствительным к нему был по-прежнему 
папаин – его действие полностью подавля-
лось эффектором уже в конечной концентра-
ции 10–3 М. Активность остальных протеиназ 
(за исключением пепсина) при максимальной 
концентрации оксидоредуктанта угнеталась 
на 35–41%. Наиболее сильное действие эф-
фектора проявилось на активность плазмина: 
подавление достигало 73%. По-видимому, 
угнетение данным эффектором активаторной 
функции стрептокиназы и урокиназы обу-
словлено, скорее изменениями активности 
образующегося плазмина. Вместе с тем, фе-
назинметосульфат в диапазоне концентраций 
10
–4–10–1 М повышал активность пепсина на 
16–31%.  
Эффект NAD был иного плана. За исклю-
чением α-химотрипсина и урокиназы – не-
чувствительных к данному соединению, ак-
тивность остальных протеиназ возрастала на  
18–25%, а пепсина – в 2 раза. 
Добавление рибофлавина к протеиназам 
вызвало заметные сдвиги активности лишь со 
стороны папаина: увеличение ее в 1,9 раза 
при концентрации 10–3М и снижение на 23 и 
34% при концентрациях эффектора 10–2 и 10–
1М соответственно, тогда как сдвиги актив-
ности остальных протеиназ не превышали 
15%. 
В этой части исследований нами было об-
ращено внимание, прежде всего, на специ-
фичность эффекта оксидоредуктантов на 
стрептокиназу. Результаты свидетельствуют 
о том, что NAD и рибофлавин могут, в из-
вестной мере, рассматриваться специфиче-
скими ее ингибиторами. Однако их эффект 
проявился в концентрациях, намного превос-
ходящих реально существующие в организ-
ме. Вместе с тем, нужно учесть, что в клетках 
стрептококка активная стрептокиназа обна-
ружена лишь во фракции мембран [24,25]. 
Поэтому исключить влияние NAD на актив-
ность стрептокиназы in situ нельзя. 
Как было упомянуто выше по тексту, 
нами была обнаружена супероксид-
конвергирующая функция стрептокиназы и 
представлены доказательства существенно-
сти супероксидого радикала для активации 
плазминогена [26]. В этой связи исследовано 
действие систем Cu2+-лиганд. Как известно, 
ионы меди входят в состав Cu,Zn-
супероксиддисмутазы, и они способны с вы-
сокой скоростью взаимодействовать с супе-
роксидным радикалом [27]. Вместе с тем, 
нами была установлена неэффективность 
данной супероксиддисмутазы как ингибитора 
функции стрептокиназы [26]. Прежде всего, 
это может быть обусловлено высокой агрес-
сивностью протеолитической системы по 
отношению к такой дисмутазе.  
Исследование влияния на плазминоген-
активаторную функцию стрептокиназы Cu2+ 
и избранных лигандов показали, что лишь 
ионы меди в концентрации 10–2 и 10–1 М по-
давляли активность стрептокиназы на 50 и 
100% соответственно (таблица 2). Лизин 
также не оказал влияния. В более низкой 
концентрации ионы меди были неэффектив-
ны вследствие связывания значительной ча-
сти катионов белками реакционной системы. 
Однако полученные системы Cu2+-лиганд 
никакого ингибиторного действия на актив-
ность стрептокиназы не оказали (таблица 3). 
Во всех случаях использованные лиганды 
снимали ингибиторный эффект меди. Кроме 
того, комплекс ионов меди с глицином в 
концентрации 10–4 М вызвал увеличение ак-
тивности стрептокиназы на 18%. Между тем, 
в литературе имеются сообщения о наличии 
у комплексов меди с лизином и глицил-
глицином супероксиддисмутазной активно-
сти: 90 мкМ комплекса Cu(Lys)2 ингибирова-
ли восстановление нитротетразолиевого си-
него на 50% в системе, содержащей в 2,5 мл 
реакционной смеси 100 мкл насыщенного 
раствора КО2
.
 в диметилсульфоксиде [30]. 
Эти результаты могут свидетельствовать 
также в пользу весьма эффективного взаимо-
действия стрептокиназы с супероксидным 
радикалом, весьма возможно, способного 
конкурировать с супероксиддисмутазой. 
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Таблица 2 – Влияние ионов меди (II) и ее лигандов на инициированный стрептокиназой  
фибринолиз (n = 6; метод лизиса фибриновых пластин), по [10,11,17,18] 
 
Исследуемые соединения, М 
Площадь зон фибринолиза, 
мм2 
 
Стрептокиназа (контроль) 
 
+ Cu
2+
,  
   (Е10 = + 0,153 В) 
10
–4
 
10
–3
 
10
–2
 
10
–1
 
+ 2-метил-1,4-нафтохинон-3-сульфонат Na (вика-сол), 
   (Е10 = + 0,463 В) 
5•10–3 
10
–2
 
+ никотиновая (пиридин-карбоновая) кислота, 
10
–4
 
10
–3
 
10
–2
 
 
+ Gly-Gly, 
10
–4
 
10
–3
 
10
–2
 
 
445 ± 19 
 
 
 
427 ± 23 
436 ± 25 
223 ± 15* 
0* 
 
 
409 ± 31 
444 ± 22 
 
441±  22 
441 ± 36 
446 ± 29 
 
467 ± 40 
445 ± 18 
498 ± 24 
Примечание – Значения Е10  приведены по [19, 23, 28, 29] 
 
 
Таблица 3 – Изменения активаторной функции стрептокиназы при добавлении ионов меди (II) с ее 
лигандами (n = 6; метод лизиса фибриновых пластин), по [10,11,17,18] 
 
Исследуемые соединения, М 
Площадь зон фибринолиза, 
мм2 
 
Стрептокиназа (контроль) 
 
+ Cu(Lys)2,  
10
–3
 
+ Cu(Gly-Gly),   
10
–4
 
10
–3
 
10
–2
 
 
+ (Cu
2+
, 10
–6 + викасол, 5•10–3), 
    
+ (Cu
2+
, 10
–5
 никотиновая кислота, 10–5), 
+ (Cu
2+
, 10
–3
 никотиновая кислота, 10–3), 
+ (Cu
2+
, 10
–2
 никотиновая кислота, 10–2), 
 
+ (Cu
2+
, 10
–6 + рибофлавин, 10–4) 
 
490 ±  19 
 
 
441 ± 22 
 
578 ± 30* 
515 ± 25 
534 ± 30 
 
559 ±  27 
495 ± 22 
515 ± 18 
491 ± 24 
 
 
481 ± 17 
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Более того, ионы Cu2 полностью снимали 
в столь небольшой концентрации ингибитор-
ный эффект рибофлавина. Это вряд ли обу-
словлено функционированием редокс-пары, 
хотя Е0 для Cu
2+
/Cu
+
 = 0,153 В, а Е0 взаимо-
действия рибофлавина с электроном – 0,167 
В [28,31]. Более вероятно образование ком-
плексов Cu2+ с рибофлавином [31], что изме-
няет свойства его молекулы, или же взаимо-
действие ионов меди с молекулой стрептоки-
назы и локальные перестройки ее структуры, 
возможно, делающие активацию плазмино-
гена индифферентной к рибофлавину. 
Можно полагать, что попытки создания 
специфических ингибиторов стрептокиназы 
на основе функциональной модели стрепто-
киназы вряд ли целесообразны в дальней-
шем. 
Поскольку использованный n-бензохинон 
способен с высокой скоростью взаимодей-
ствовать с супероксидными радикалами, 
дальнейшие исследования были проведены с 
рядом соединений фенольной природы, в том 
числе полимерного характера – лигнина.  
Низкомолекулярные соединения, за ис-
ключением фенола и гидрокситриптамина, 
слабо влияли на активаторную функцию 
стрептокиназы. Лишь фенол и гидрок-
ситриптамин угнетали ее на 28 и 91– 100% 
соответственно (таблица 4). 
По-видимому, воздействие эффекторов на 
функцию стрептокиназы зависит не только 
от взаимодействия с супероксидным радика-
лом, но и от возможности проникновения в 
функционально значимые области молекулы 
белка – стрептокиназы и (или) плазминогена. 
Косвенно это подтверждается в эксперимен-
тах с трипсином и α-химотрипсином, частич-
но лабилизированными 8 М мочевиной, фиб-
ринолитическая активность которых в 
начальный период фибринолиза подавлялась 
нитротетразолиевым синим, тогда как натив-
ные протеиназы были нечувствительны к 
этому  перехватчику супероксидного радика-
ла [5]. 
 
 
Таблица 4 – Влияние соединений фенольной природы и биогенных аминов на инициированный 
стрептокиназой фибринолиз (n = 6; метод лизиса фибриновых пластин), по [10,17,18] 
 
Исследуемые соединения, М 
Площадь зон фибринолиза, 
мм2 
 
Стрептокиназа (контроль) 
 
+ фенол,                                                                                        0,3  
 
+ DL-тирозин, 
10
–3
 
10
–2
 
+ гидрохинон, 
10
–2
 
10
–1
 
+ пирокатехин,  
10
–2
 
10
–1
 
 
+ 3-гидрокситирамин, 
10
–2
 
10
–1
 
+ гистамин,  
10
–3
 
10
–2
 
10
–1 
+ серотонин-креатинсульфат, 
10
–3
 
10
–2
 
 
464 ± 28 
 
334 ± 15* 
 
 
492 ± 30 
441 ± 25 
 
404 ± 32 
399 ± 37 
 
436 ± 21 
427 ± 25 
 
 
43 ±   5* 
0* 
 
478 ± 25 
487 ± 22 
492 ± 31 
 
427 ± 29 
459 ± 10 
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Поскольку тирамин является биогенным 
амином, проведено сравнение его эффекта с 
гистамином и серотонином. Однако эти ами-
ны не были эффективны. 
Дальнейшие исследования были проведе-
ны с лигнином. Известно, что он нераство-
рим в воде и некоторых относительно гидро-
фильных растворителях. Это ограничение 
было снято путем диазотирования лигнина и 
приготовления лигносульфонатов. Исследо-
ваны 6 образцов диазолигнина и 3 образца 
лигносульфонатов, любезно предоставлен-
ных доктором хим. наук профессорм М.А. 
Зильберглейтом и, однако, принципиально 
имевших близкие характеристики (таблица 
5). 
Несмотря на близость состава и свойств 
образцов, их эффекторная способность раз-
личалась. Так, образцы диазолигнина № 1 и 
№ 2 резко угнетали активность пепсина и 
активаторную функцию стрептокиназы, 
начиная с концентрации 1 г/л, и до полного 
подавления при более высоких концентраци-
ях. При этом образец № 1 отличался более 
сильным действием. Активность остальных 
энзимов изменялась мало: даже при макси-
мальной концентрации сдвиги не превышали  
16 % (рисунок 2). 
Образец № 3 вызвал полное угнетение ак-
тивности пепсина и, кроме того, существен-
ное (на 41–63%) снижение активаторной 
функции урокиназы. Отличительной особен-
ностью образца № 4 оказалось, пожалуй, са-
мое сильное ингибиторное действие на пеп-
син и стрептокиназу – оно достигало макси-
мума уже при концентрации 2 г/л (4•10–4 М). 
При этом активаторная функция урокиназы 
снижалась лишь на 15%, а активность папаи-
на возрастала на  20%. 
 
 
Таблица 5 – Химический состав и молекулярная масса образцов химически модифицированного 
лигнина, по [17,31] 
 
 
Об- 
разец 
№ 
Элементный состав, % 
М.    
мас. 
кДа 
Функциональные группы,% 
С Н N S O HO3 S– HO– H3CO– 
HCOO– 
–C=O 
Диазотированный лигнин 
 
1 
 
2 
 
3 
 
4 
 
5 
 
6 
 
52,6 
 
52,6 
 
52,6 
 
52,6 
 
52,6 
 
52,6 
 
 
4,4 
 
4,4 
 
4,0 
 
4,4 
 
4,0 
 
4,0 
 
7,8 
 
7,8 
 
10,0 
 
8,0 
 
10,0 
 
10,0 
 
8,9 
 
8,9 
 
8,0 
 
8,7 
 
8,0 
 
8,0 
 
26,3 
 
26,3 
 
25,4 
 
26,3 
 
25,4 
 
25,4 
 
5,0 
 
5,0 
 
5,0 
 
5,0 
 
5,0 
 
5,0 
 
22,5 
 
22,5 
 
22,3 
 
22,3 
 
22,5 
 
22,5 
 
4,6 
 
4,6 
 
4,7 
 
4,6 
 
4,7 
 
4,7 
 
 
9,9 
 
9,9 
 
10,0 
 
10,0 
 
9,8 
 
9,8 
 
3,0         
3,0 
3,0         
3,0 
3,0         
3,0 
3,1         
3,0 
3,0         
3,0 
3,0         
3,0 
Полисульфонаты лигнина 
 
А 
 
Б 
 
В 
 
 
66,4 
 
66,4 
 
66,4 
 
6,0 
 
6,0 
 
6,0 
 
0 
 
0 
 
0 
 
0,5 
 
0,5 
 
0,5 
 
 
27,1 
 
27,1 
 
27,1 
 
4,0 
 
4,0 
 
4,0 
 
1,6 
 
1,6 
 
1,6 
 
10,4 
 
10,5 
 
10,3 
 
15,1 
 
15,0 
 
15,2 
 
 
1,5         
2,4 
1,6         
2,3 
1,5         
2,4 
Примечание – Элементный состав определен после сжигания в токе N2  путем волюметрического опреде-
ления СО2 и Н2О, азот – по Кьельдалю, серу – по Шенигеру, кислород – расчетным методом [33,34]; мол. 
массу определяя гель-хроматографией на Сефадексе G-75 [35], содержание функциональных групп – в соот-
ветствии с рекомендациями [36]. 
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Рисунок 2 – Изменения (% к контролю, принятому за 100%) фибринолитической активности  
трипсина (1), α-химотрипсина (2), папаина (3), пепсина (4), плазминоген-активаторной функции  
урокиназы (5) и стрептокиназы (6) при добавлении образцов №№ 1–6 диазотированного лигнина;  
по [1, 10, 14, 17, 18, 32] 
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Действие образца № 5 было схожим с та-
ковым образца № 3. Однако добавление его 
не сопровождалось угнетением активности 
папаина (она даже увеличилась на 16%), а 
снижение активности урокиназы составило 
38%. 
Полное угнетение активности урокиназы 
(как пепсина и стрептокиназы) наблюдалось 
лишь при действии образца № 6, вызвавшего 
при двух максимальных концентрациях диа-
золигнина также снижение активности папа-
ина на 44 и 72%. 
Как видно, диазотированные лигнины ма-
ло влияли на активность трипсина и α-
химотрипсина. Применительно к стрептоки-
назе, наибольшая специфичность, на наш 
взгляд, присуща образцам №№ 1, 2 и 4. Со-
единение № 4 обладало наиболее сильным 
действием (здесь следует отметить, что кон-
центрация диазолигнина в образцах состав-
ляла, г/л: № 1 – 11,5, № 2 – 14,6, № 3 – 13,3, 
№ 4 – 4,4, № 5 – 13,2, № 6 – 11,6). 
Все образцы диазотированного лигнина 
принципиально не различались по мол. мас-
се, элементному составу и содержанию 
функциональных групп. Однако образцы 
№№ 1, 2 и 4 имели несколько меньше азота и 
получены при соотношении лигнин: соль ди-
азония на 20% большем в сравнении с 
остальными образцами. Это позволило обос-
новать режимы получения специфических 
ингибиторов стрептокиназы [37]. Все образ-
цы являлись также эффективными ингибито-
рами пепсина. 
Исследованные образцы лигносульфона-
тов имели практически идентичные элемент-
ный состав, молекулярную массу и содержа-
ние функциональных групп (таблица 5). Об-
разцы Б и В являлись Н-формами лигносуль-
фоната, полученными соответственно с ис-
пользованием смолы КАУ-2 или подкисле-
ния с последующим диализом. Образец А – 
натриевая соль лигносульфоната. 
Все три образца лигносульфонатов прак-
тически в одинаковой мере подавляли акти-
ваторную функцию стрептокиназы (рисунок 
3). В максимальной концентрации угнетение 
функции стрептокиназы образцами А, Б и В 
составило, соответственно, 88–86%. На фиб-
ринолитическую активность трипсина и ак-
тиваторную функцию урокиназы лигносуль-
фонаты влияния практически не оказали – 
сдвиги не превышали 15–17%. 
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Рисунок 3 – Изменения (% к контролю, принятому за 100%) фибринолитической активности  
трипсина (1),  плазминоген-активаторной функции урокиназы (2) и стрептокиназы (3)  
при добавлении образцов №№ А–В полисульфонатов лигнина; по [17, 18, 38] 
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Рисунок 4 – Изменения (% к контролю, принятому за 100%) фибринолитической активности  
трипсиногена при воздействии лигносульфонатов в натриевой (1) или Н-форме (2,3); по [17] 
 
 
Мы не проводили специальных исследо-
ваний влияния лигносульфонатов на акти-
ность пепсина. Однако вся совокупность из-
ложенных выше по тексту материалов позво-
ляет думать, что эти соединения являются и 
эффективными ингибиторами пепсина. 
Вместе с тем, оказалось, что в присут-
ствии лигносульфоната резко возрастала 
фибринолитическая активность образцов 
трипсиногена (рисунок 4). Причем степень 
активации не уступала таковой, которая опи-
сана нами ранее в присутствии ионов Са2+ 
или при обработке Н2О2 [15]. 
Этот эффект нуждается в дальнейшем 
изучении. Вместе с тем, производные лигни-
нов имеют достаточно сложную структуру, 
что создает ряд возможностей для генериро-
вания активных форм кислорода, способных, 
как было показано ранее, активировать ряд 
зимогенов протеиназ, включая трипсиноген 
[38]. 
Заключение. Итак, представленные ре-
зультаты являются косвенным свидетель-
ством реализации окислительно-
восстановительных процессов, участии ак-
тивных форм кислорода в каталитической 
функции протеиназ. Проведенные исследо-
вания также четко демонстрируют возмож-
ность создания нетрадиционных ингибиторов 
протеолиза, о которой впервые было заявле-
но ранее в наших кратких сообщениях [10–
14] и основанной на концепции кислород-
зависимого протеолиза. Мы полагаем, что 
это направление в дальнейшем получит раз-
витие в нескольких аспектах.   
Судя по более поздней литературе, эта 
идея нашла воплощение при создании инги-
биторов полифенольного типа аспартильной 
протеиназы вируса иммунодефицита челове-
ка (ЕС 3.4.23.16), являющейся близким 
структурным аналогом пепсина [39]. 
Одним из них является также уяснение 
действия лекарственных препаратов различ-
ных групп на процессы протеолиза. Этот во-
прос возникал и раньше, на нескольких хо-
рошо известных лекарственных препаратах 
такая возможность была продемонстрирова-
на [1]. Однако эта сторона их воздействия на 
протеолитические системы организма оста-
ется пока неизученной. 
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